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摘 要: 分子神经科学是本世纪生命科学中最有挑战性和前瞻性学科之一。 信号传导与催化多肽的神经多
肽酶有着密切的联系。 本文以海兔等软体动物为素材, 综述近年来采用质谱和高效液相色谱技术研究中枢
神经系统多肽酶结构与功能的进展。
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Abstract: Molecular neurology is one of the most challenging frontiers in life science in this century. The
signal conduction is closely related to the nerve peptidase that catalyzes the metabolism of peptide. In this
review, we described the recent development of mass spectrometry techniques for the study of peptidase
structure and function in the central nerve system of Aplysia and other mollusks.







尤其是美国加洲海兔( Aplysia californica)。 软体动物中枢神经较为简单, 其神经节大约由 20 000个









成, 即多肽酶起到限制和调控生理活动的重要作用。 不少活性肽是以前体形式合成 [ 3, 4], 需要多肽
酶加工后才形成有活性的多肽; 如加州海兔( Aplyisa californica)腹神经节中的 袋细胞多肽( _bag cell





: ( 1) 多肽由某一种特定的细胞合成且被释放; ( 2) 多肽与靶细
胞表面的接受器相互作用; ( 3) 多肽被降解, 并停止执行功能。 一般认为, 多肽酶降解多肽是神经
肽失活的一种机制
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近年来, 在软体动物中枢神经方面, 多肽内切酶、羧肽酶和氨酰化酶的结构与功能研究较为频
繁。 这类酶共同特点是: ( 1) 酶源: 由于软体动物中枢神经组织量少, 获取多肽酶量困难; ( 2) 酶活
性: 这类酶作用的底物均为多肽, 定量分析多肽有一定难度, 况且受酶源限制, 如采用常规多肽产物











和拓宽研究范围。 常见的软离子源有电喷雾电离( electrospray ionization, ESI)
[ 11]和基质辅助激光解吸
电离( matrix_assisted laser desorption/ ionization, MALDI)
[ 12]
, 适用分析范围扩展到多肽、蛋白质、核酸、
络合物及其他多聚体。 MALDI质谱与其它质谱技术相比, 其优势在于进样分析前, 样品预处理步骤
简单, 适合分析混合样品, 并能耐受较高浓度的缓冲溶液、盐和其它非挥发性等组分。 最新型的
MALDI- TOF质谱仪的检测灵敏度可高达 fmol( 10 - 15 mol) , 误差小于 5 10- 6( w)和质量范围可高达
400 ku以上, 因而非常适合快速、高灵敏和高通量测定各种生物大分子的结构信息。 具有 MS- MS
功能的液质联用仪可以做到在第一次电喷雾质谱检测之后对所感兴趣的多肽离子进行碰撞裂解进一
步作 MS分析, 推导多肽全序列。 并且测定时所需样品量少, 只需 10~ 100 nmol的多肽样品 [ 13]。 如
毛细管柱高效液相色谱技术和软离子电离质谱技术进一步结合, 使得微量生物大分子的分离与测定
成为可能。 它们特别适用于( 1) 复杂环境中的物质变化; ( 2) 产物缺乏合适的发色或荧光基团; ( 3)




合成细胞合成, 分泌在细胞的外表面, 然后运送到靶细胞, 被其表面的感受器所感应, 之后由多肽酶
降解。 Kamatani
[ 15]
等在鉴定位于墨鱼( Procambarus clarkii )大脑中的 Orcokinin基因相关多肽时采用






感兴趣的多肽进行分离与确证。 Philip D. Floyd
[ 2 ] 等人采用 MALDI质谱技术在研究海兔神经连索的
多肽组成过程中, 发现两种新的多肽质谱峰, 随后经高效液相色谱( HPLC)分离和质谱鉴定这两种多
肽存在的可能性。 Garden
[ 5]
等人用 MALDI- TOF直接检测海兔腹神经节的袋细胞表面多肽, 发现多
肽内切酶酶解产卵激素( egg- laying hormone, ELH)和酸性多肽( acidic peptide, AP)两种多肽一级结构
中 Leu- Leu位点, 形成带有 Leu- 位点的分解产物。 Li等人
[ 17]
在研究椎实螺( Lymnaea)的单个神经
元多肽分布过程中, 不但发现了一系列产卵激素原( egg_laying prohormone)的分解产物, 而且还鉴别了
两种新肽。
2. 2 HPLC和质谱联用技术检测多肽酶活性
通常认为多肽的相对分子质量小于 10 000 u, 如选用中压电泳和柱层析技术均难于对复杂多肽
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组分进行分离与检测。 为了解决这个问题, Eriksson把免疫技术与 HPLC结合为一体, 企图提高检测
灵敏度。 尽管放射免疫技术易于使用, 但是有它的局限性, 具体如下: 首先, 当待测定物质结构相
似时, 会发生交叉反应, 产生假阳性; 其次, 测定结果不能真实反映出多肽结构
[ 18]
。 而质谱技术不
仅具有快速灵敏的特点, 而且能对酶活性进行定性分析, 从中推算多肽结构和酶切位点。 虽然质谱




等人用 MALDI- TOF MS技术分析口腔神经节内多肽酶的生物活性时, 发现该神经节
中含有 1种亮氨酸- 亮氨酸( L_L)多肽酶, 并能酶解AP中 L_L酰氨键成为带 Leu- 位点的酶解产物。
进而言之, 如选择适当多肽底物为探针, 同样可用质谱技术探讨神经节中各种超微量多肽酶存在的
可能性。 采用 HPLC和四级杆飞行时间质谱( quadrapole time- of- flight mass spectrometry, Q- TOF MS)
联用就可以同时做到酶解反应产物的定性和定量, 并且实现在线检测。 也可以先用 HPLC分离再用
MALDI- TOF质谱离线检测 [ 20 ]。
Laurent
[ 21 ]
等人在研究软体动物紫贻贝( Mytilus edulis)的血管紧张肽( angiotensin)转化酶过程中,
利用中性多肽酶( neutral endopeptidase, NEP)和血管紧张肽转化酶( angiontensin_converting enzyme, ACE)
具有不同的特异性抑制这一特点, 分别在酶反应体系中分别加入高浓度的磷阿米酮 ( phosphoramidon)
和( S) _1_( 3_巯基_2_甲基_1_氧代丙基) _L_脯氨酸( captopril)两种抑制剂, 来区分这种酶究竟属于NEP
类还是 ACE。 Isaac
[ 22 ]
等人采用 HPLC和 MALDI- TOF 质谱技术检测在不同种类多肽酶抑制剂存在,
昆虫神经多肽酶酶解速激肽类似多肽( tachykinin_related peptide, TRP)过程, 并从抑制剂的加入和产物





质谱技术也渗透于酶与抑制剂以及酶与金属离子结合的研究领域中。 早在 1995年 Castelhano [ 23 ]





况, 同时利用 ESI- MS方法检测到抑制剂( RS39066, C22H33N3O 5)与酶的结合位点。 此外, Loo等
[ 24 ]
也
采用 ESI- MS的方法研究 HIV_1蛋白酶与它的一种抑制剂 胃蛋白酶抑制剂 A在不同 pH条件下








根据文献报道, 目前只有 4种软体动物中枢神经的多肽酶 [ 6 , 25 ~ 27]研究已经深入到了分子生物学
水平, 即用基因克隆的方法来研究多肽酶, 其优点是减少微量酶分离纯化步骤。 通过对所克隆的基
因进行序列分析可推知酶的一级结构和亲疏水区域信息, 如比较其它物种相应酶, 就可推知它的活
性区域与特征和物种在同一种多肽酶的保守性和物种的进化地位。 由于神经多肽酶的克隆依赖于
了解酶的部分序列和其他性质, 在采用分子免疫学研究多肽酶的分布时, 抗体的制作 [ 6 , 27] 离不开对
多肽酶 N端或 C端序列的信息的了解。 因而完成该项研究, 微量分离技术和高灵敏的酶活性检测手
段起着重要作用, 此时只有 HPLC和质谱的联用技术才能胜任这项工作。
早期, 由于受分离和分析技术的限制, 使有关神经多肽酶的研究进展缓慢, 并一直是神经系统
多肽介导的刺激信号的传递和肽能途径调控研究的瓶颈。 高效液相色谱和质谱技术为微量酶的分
离检测提供了强有力的手段, 因而有理由深信, 随着这两项高新技术介入酶学研究领域, 必将推动
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神经多肽酶结构和功能的深入研究, 并获得更多更好的研究成果。
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分析测试学报 继续入选为化学类核心期刊
经过研究人员对相关文献的检索、计算和分析 , 并通过学科专家评
审, 分析测试学报 继续入选化学类核心期刊, 并被编入 中文核心期刊
要目总览 2004年版 (即第四版)。该书定于 2004年 7月 1日由北京大学
出版社出版。
